T细胞白血病/淋巴瘤（T cell leukemia/lymphoma）是一类预后较差的血液肿瘤，T细胞淋巴瘤白血病（T cell lymphoma cell leukemia，T-LCL）是淋巴瘤白血病期，具有高度侵袭性，预后差[@b1]--[@b2]，这与其发病机制复杂和肿瘤异质性相关。涉及T细胞白血病发生的分子多数与T细胞活化信号通路相关，如Notch1等[@b3]。近年来，有研究显示NF-κB的负调控因子A20（又称肿瘤坏死因子α诱导蛋白，TNFAIP3）的异常表达和功能缺失与淋巴细胞肿瘤密切相关[@b4]--[@b5]。也有研究显示A20基因的单核苷酸多态性（SNP）与一些自身免疫性疾病相关[@b6]。我们在前期研究中也发现T细胞肿瘤中存在A20基因的突变或SNP[@b7]，但有关A20基因非编码区（UTR）的SNP等改变并不清楚，后者涉及到A20的表观遗传调控。故本研究对A20基因启动子区和3′UTR核苷酸序列进行检测，并对1例T-LCL患者的A20基因进行突变检测，发现2个尚未报道的新突变，现报道如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．临床资料：患者，男，19岁，因颈部多发肿物就诊于外院，血常规示：WBC 4.64 ×10^9^/L，HGB 129 g/L，PLT 207×10^9^/L；淋巴结活检病理示：T淋巴细胞型淋巴瘤；免疫组化示：CD68（−），TdT（灶+），CD20（−），CD3（灶+），Ki-67 50%，CD21（−），CD10（灶+）。10 d后就诊于本院。查胸部CT示：右肺上叶前段少许炎症；双侧腋窝及纵隔内多发淋巴结肿大；前纵隔类圆形软组织密度影。脾脏体积增大。B超显示：左肾小结石；颈部双侧血管鞘、耳前、耳后、颌下见肿大淋巴结。骨髓细胞形态学检测显示淋巴瘤白血病可能性大（[图1A、B](#figure1){ref-type="fig"}）。骨髓免疫分型示：病态细胞组群占62.15%，呈CD45弱阳性，SSC较小。细胞表型：CD34（+），CD38（+），CD7（++），CD10（部分+），CD3（dim+），CD33（+），CD45RA（+），cTdT（+），cCD3（+）。骨髓FISH示：未见异常杂交信号。确诊T淋巴母细胞淋巴瘤Ⅳ期A。先后予Hyper-CVAD A+左旋门冬酰胺酶（L-Asp）、Hyper-CVAD B、VDCLP、EPOCH+培门冬酶（PEG-Asp）化疗方案后，骨髓细胞形态学显示T淋巴母细胞白血病完全缓解（CR），幼稚淋巴细胞占0.020（[图1C、D](#figure1){ref-type="fig"}）。开始予2个疗程EPOCH+PEG-Asp化疗，进行无关供者异基因造血干细胞移植。患者移植后+12 d粒系重建，+14 d巨核系重建。本研究的对照组包括51例T细胞急性淋巴细胞白血病（T-ALL）和99名健康人的外周血单个核细胞样本。

![T细胞淋巴瘤白血病患者骨髓形态学结果（瑞氏-吉姆萨染色，×100）\
A、B：初诊时骨髓细胞形态学；C、D：移植时骨髓细胞形态学](cjh-39-10-851-g001){#figure1}

2．实验方法：收集患者和健康人EDTA抗凝外周血2 ml，按常规方法分离外周血单个核细胞和提取DNA，用于PCR检测。根据基因库所登记的A20基因的序列信息（NM_006290.3）确定A20基因启动子和3′UTR的位置和序列，利用Primer premier5.0软件设计7对引物，引物由上海英潍捷基生物有限公司合成（[表1](#t01){ref-type="table"}）[@b8]。本研究使用Invitrogen公司的Platinum® Taq DNA聚合酶试剂盒，反应体系为20 µl：基因组DNA1 µl、Taq聚合酶0.2 µl、5×缓冲液4 µl、dNTP 2 µl、Mg^2+^ 2 µl、上下游引物各1 µl，以及超纯水8.8 µl；扩增条件:首先94 °C 5 min、94 °C 1 min、57 °C 1 min、72 °C 1 min循环30次，最后72 °C 10 min。扩增产物用15 g/L琼脂糖凝胶电泳。挑取阳性PCR扩增产物送Invitrogen公司测序。

###### 用于PCR检测A20基因序列的引物

  名称         序列（5′→3′）                  功能      产物大小(bp)
  ------------ --------------------------- ----------- --------------
  A20-P1-F     TTTACAAAGGAGCACCAGCAGGAGA    A20启动子       754
  A20-P1-R     ATTACATTTAAGAATACTTGTCAGG               
  A20-P2-F     AAGTGCCACCCTCCATCC           A20启动子       681
  A20-P2-R     AGCGGTGACAGCCTTTGG                      
  A20-P3-F     GGTGAGTGTTGTTCTGATTC         A20启动子       634
  A20-P3-R     TCACGTGACTCTCTGGGTCG                    
  A20-UTR1-F   CAACGGATACTGCAACGAAT         A20 3′UTR       512
  A20-UTR1-R   CTCGCTGCCATGAGGATCT                     
  A20-UTR2-F   GAGAAGCCAGAGCCATTCCACCT      A20 3′UTR       516
  A20-UTR2-R   GCTCATGCCCCAACAACAACCA                  
  A20-UTR3-F   GCTGCCCTAGAAGTACAATA         A20 3′UTR       650
  A20-UTR3-R   GACAGCAACCACAAAGCACAC                   
  A20-UTR4-F   CCCAGAGATAAAGGCTGCCAT        A20 3′UTR       450
  A20-UTR4-R   GGAAGCACAGTCTTAATATC                    

注：P：启动子；F：上游引物；R：下游引物；UTR：非编码区

结果 {#s2}
====

1．A20基因启动子及3′UTR特点分析和扩增结果：根据GeneBank数据库（<http://www.ncbi.nlm.gov>）中所登记的A20基因的序列信息，在A20翻译起始位点上游2 kb为启动子序列，设计3段引物扩增A20基因启动子；而A20 3′UTR全长共1 995 bp，设计4段引物扩增3′UTR。所扩增的PCR产物经琼脂糖凝胶电泳分析，均可见扩增出相应大小的DNA片段的阳性产物，各片段大小分别见[表1](#t01){ref-type="table"}。

2．1例T-LCL患者A20基因启动子和3′UTR测序结果：对各PCR产物进行核苷酸序列分析，结果显示该患者A20基因启动子区存在错义突变c.−672T\>G，经检索，该位点为基因库登记的SNP改变，编号为rs139054966（[图2A](#figure2){ref-type="fig"}），同时发现在3′UTR mRNA的3916位点发现核苷酸替换（C\>G）（[图2A](#figure2){ref-type="fig"}），这两个突变在其他51例T-ALL患者和99名对照者中未发现。本研究所发现的T-LCL患者中A20基因座上突变/多态性位置如[图2B](#figure2){ref-type="fig"}。

![T细胞淋巴瘤白血病患者中A20基因单核苷酸多态性（SNP）和突变情况\
A：A20基因启动子SNP（rs139054966）和3′UTR 3916位点核苷酸替换（C\>G）；B：A20基因结构和突变位点示意图](cjh-39-10-851-g002){#figure2}

3．靶突变位点功能预测及分析：通过TargetScan、miRBase等软件预测能与A20 3′UTR区域结合的miRNA，发现3916 C\>G位于miRNA4428、miRNA3173-3p和miRNA4434与A20 3′UTR结合区域内（[图3A](#figure3){ref-type="fig"}）。通过PROMO、GENECARDS等数据库查找A20基因的转录因子，发现A20基因启动子检出的错义突变rs139054966（c.−672T\>G）位于P53、SP3、Egr-1和E2F等转录因子结合位点上（[图3B](#figure3){ref-type="fig"}）。

![A20基因3916（C\>G）（A）和rs139054966突变位点（B）功能预测示意图](cjh-39-10-851-g003){#figure3}

讨论 {#s3}
====

T-LCL为淋巴瘤细胞播散入血液及侵犯骨髓阶段，其肿瘤克隆的特点可能与T细胞白血病细胞有所差异，这些差异可能体现在遗传学和表观遗传学上的改变。基于A20在淋巴瘤尤其是B细胞淋巴瘤中的改变及其可能在肿瘤发生中的作用[@b9]，我们在前期研究中也发现了T-ALL和一例皮肤性T细胞淋巴瘤（Sezary综合征）患者的A20基因突变和SNP改变特点有所不同[@b7],[@b10]。本研究进一步比较分析了T-LCL的A20改变特点。结果发现其启动子和3′UTR检出的SNP是在其他T-ALL中未发现的改变。这些突变的意义还有待进一步通过功能验证进行明确。

对A20启动子特征分析发现其主要含有识别NF-κB转录因子的κB元件，这是A20主要调控NF-κB的依据。通过PROMO、GENECARDS等数据库查找A20基因的转录因子，发现本研究检出的A20启动子部位c.−672T\>G（rs139054966）位于P53、SP3、Egr-1、E2F等转录因子结合位点上，这些转录因子尤其是P53在DNA修复和细胞凋亡等都具有重要作用。因此，该样本中所出现的A20 c.−672T\>G可能涉及的影响值得我们进一步研究。

在miRNA靶基因结合位点上的基因突变，可以影响miRNA与靶基因mRNA的亲和力，miRNA与靶mRNA不完全互补，则在蛋白质翻译水平上抑制其表达。在A20基因的3′UTR中包含有4个"ATTTA"序列，"ATTTA"序列经常被发现于免疫应答炎症相关介质的3′UTR中，可以控制A20表达的瞬时性特性。通过TargetScan和miRBase等软件预测显示，本研究中所发现的A20 3916C\>G位于与miRNA4428、miRNA3173-3p、miRNA4434的结合靶点，故该突变也可能通过影响这些miRNA与A20 3′UTR结合形成的空间构象而导致A20基因的异常表达[@b11]--[@b12]，还有待进一步通过克隆和转导突变型3′UTR来验证其功能。

综上所述，本研究通过核苷酸序列分析的方法检测一例T-LCL患者的A20基因的3′UTR和启动子区域，发现新突变3916（C\>G）和SNP rs139054966，该研究补充了A20基因突变的数据，也丰富了T-LCL细胞分子遗传学改变的资料，为进一步分析疾病关联的A20基因3′UTR和启动子突变或多态性提供基本资料。
